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本 文 中 で 使 用 し た 略 号
PG:プロ ス タ グ ラ ン ジ ン
TX:トロ ン ボ キ サ ン
EP3受容 体:プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンE受 容 体EP3サ ブ タ イ プ
FP受 容 体:プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ンF2α受 容 体
TP受 容 体:ト ロ ン ボ キ サ ンA2受 容 体
PI:イノ シ トー ル リ ン脂 質
PIP2:ホス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ トー ル ニ リ ン酸
IPI:イノ シ トー ル ー リ ン酸
mRNA:メ ツ セ ン ジ ヤ ーRNA











プロスタノイ ドは、アラキ ドン酸 カスケー ド系代謝産物のうちプ ロスタグラ
ンジンエ ン ドペルオキシ ド合成酵素(脂 肪酸 シクロオキシゲナーゼ)を 介 して
生合成 される トロンボキサン類(TX)お よびプロスタグランジン類(PG)の
総称である(Fig.1)。これ ら一群の化合物は、すべての生体組織 において生合
成され、速やか にその生理作用 を発揮する点 において一種のオータコイ ドと考
えられる。それ らの作用は、炎症、平滑筋収縮 および弛緩、血小板凝固などの
末梢組織 における反応か ら、神 経機能調節 まで多岐にわたって報告 されている
(1,2)。これら反応の作用機作 として、従来から知 られて きた古典的神経伝達
物質、た とえば アセチルコリンやノルエピネフリンなどの場合 と同様 に、それ
ぞれの プロスタノイ ドに特異的な受容体の存在が薬理学的 に示唆 されて きた
(1-3)。1991年にプロス タノイ ドの受容体 としてヒトTXA2受容体がは じ
めてクローニングされ(4)、 その分子 と しての実体が明 らか にされた。その
後、マ ウス(5-12,129)やヒト(13-23)においてほとんどすべ ての フ゜ロス タノ
イ ドに特 異的 な受容体が クローニングされ、あ らためてプロス タノイ ド受容体
の薬理学的分類が大筋で正 しいことが確認された(24,25)。
プロスタノイ ド作用の末梢組織における研究 に比べる と、中枢神経系 におけ
る研究 は大 きく立ち遅れている(1,2,26)。これは適切な実験系が少ないこと、
およびプロスタノイ ドの中枢神経系組織における標的細胞が不 明であったこと
による。最近、 中枢神経系 を構成する細胞の うちグリア細胞特 にアス トロサイ
トがプロスタノイ ドの標的細胞 の一つであるこ とが報告 され、 その意義につい
て論 じ始められた(27,28)。本研究は、中枢神経系細胞 としては初めて、培養
アス トロサイ トにPGF2a受容体反応を見い出したことに始 まり、中枢神経系 に
存在するプロス タノイ ド受容体分子の構造 とその調節機構 を明 らかにすること
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を 目 的 と して 、 まず アス トロサ イ トcDNAライ ブ ラ リー よ りプ ロ ス タ ノ イ ド受
容 体cDNAの ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 次 に そ の 情 報 を も と にreverse
transcriptase-polymerisechainreaction法に よ り、各 種 グ リア細 胞 にお け る プ ロス タ
ノ イ ド受容 体mRNA(メ ッセ ンジ ャ ーRNA)の 発 現 分 布 と発 現 量 の変 化 につ い
て検 討 した 。 さ ら に プ ロス タノ イ ド受 容 体 ア ン タゴニ ス トの検 索 、受 容 体 蛋 白
質 の発 現 に 関 わ る調 節 機 構 、 お よび発 現 後 の情 報伝 達 系 活 性 化 にお け る調 節 機



























第一章 培養 ラットアス トロサイ トcDNAライブラリーからのプロス タノイ ド
受容体のNAの クローニング
第一節 プースー タグランジ ンF2α受容体(FP受容体)cDNAのクローニング
プロス タノイ ドは末梢 組織 と同様 中枢神経系において も存在することがヒ ト
を含 む哺乳動物の脳で報告 されている(29-33>。またそれらプロスタノイ ドの
生合成活性(34-37)や代謝分解活性(38)が中枢神経系標品において見い出さ
れてお り、中枢神経系におけるプロスタノイ ドの生理機能に注 目が集 まってい
る。事実、中枢神経系機能、たとえば体温調節(39-44>、摂食(45)、睡眠覚
醒制御(44,46-48)に対 してプロスタノイ ドが 関与す るという報告が示され て
お り、それらの分子 レベルでの作用機作に興味が もたれている(26)。しか し
なが ら、中枢神経系におけるプロスタノイ ドの標的細胞は、適切な実験系が な
かったためにこれまで不明であった。この点に関 し、中枢神経系 を構成する細
胞の うちグリア細胞特に培養アス トロサイ トにおいて、 トロンボキサ ン(TX)
A2のアナ ログである9,11-epithio-11,12-methanbo-TXA2(STA2)がPI代謝回転 を
亢進す ることが報告 された(49)。またわれわれは、培養アス トロサイ トを各
種 リガン ドの情 報伝達系解析のための実験系 として用い検討 した ところ、プロ
ス タグランジン(PG)F2αがイノシrル リン脂質(PI)代謝回転 を亢進す る
知見 を得、アス トロサイ トが中枢神経系におけるプロスタノイ ドの標的細胞 の
一つである可能性 が考 えられた。そこで本節ではまず、PGF2αを内因性 リガ ン
ドとする中枢神経系 プロス タノイ ドFP受容体の存在 とその分子構造 を明らか に
することを目的 として、FP受容体の存在が薬理学的に示唆された培養アス トロ
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サ イ ト(27,28)を用 い 、FP受容 体cDNAのク ロー ニ ング を行 っ た。
実験方法
培 養 ラ ッ トア ス トロサ イ ト[Raffらの分 類(50)に よ る タ イ プ ユアス トロサ イ
ト、 す な わ ち 帥alfibr皿alyacidicprote㎞陽 性 か つA2B5陰 性 】はKimelbergと
Frangakisの方 法(51)に 従 っ て 調 製 した 。 培 養 ラ ッ トア ス トロ サ イ トcDNAラ イ
































ち、 培 養 ラ ッ トア ス トロ サ イ トか らpoly(A)+RNAを抽 出 し、AmershamcDNA
SynthesisSystemPlusを用 い てcDNAを合 成 した。 そ れ を発 現 ベ ク ターpEF-BOSに
組 み込 み 、cDNAライ ブ ラ リー(5×105ク ロ ー ン)を 作 製 した。 ス ク リー ニ ン
グ を行 うため の プ ロー ブ と して 、マ ウ ス プ ロ ス タノ イ ドFP受容 体cDNAからPstI
で切 り出 した1.Okbのフ ラ グ メ ン ト(11)をrandompriming法に よ り笠Pでラベ ル
して使 用 した。 ス ク リーニ ン グは コロニ ーハ イブ リダ イゼー シ ョン して行 っ た。
す な わ ち、 フ ィル タ ー を プ ロー ブ存 在 化28°Cで一 晩 イ ン キ ュベ ー シ ョン し、 そ
の 後2×SSC+0.1%SDSで28°Cの洗 浄 を1時間、 つい で1×SSC+0.1%SDSで37°C
の洗 浄 を1時間行 っ た。 フ ィル ター は一80°Cでautoradiographyした 。 得 られ た8つ
の陽 性 ク ロー ン(pFP17-pFP24)のう ち 、2つ(pFPI7お よびpFP24)を選 んで
dideoxy法(UnitedStatesBiochemicalSequenaseversion2.Okit、TakaraBcaBEST
dideoxysequencingkit、あ るい はToyobo△TthDNApolymerasesequencingPROを使
用)に よ り両strandを読 む こ とで それ ら塩 基 配列 を決定 した。
実験 結 果
cDNAの解 析 結 果 をFig.3に示 す 。2つ の ク ロー ンpFP17とpFP24は完 全 に 同 一
の 塩 基 配 列 を含 ん でお り、pFP17は図 中833から2,867番目 まで の 、pFP24は図 中
一133から1,222番目の 塩 基 配 列 をそ れ ぞ れ持 って い た。 両cDNA塩基 配 列 の解 析
結 果 よ り、 これ らは推 定 ア ミノ酸 数366個の蛋 白質(推 定 分子 量40,660)をコ ー
ドす るcDNAの一 部 で あ る こ とが分 か っ た 。 この蛋 白質 はFig.4に示 す よ う に マ
ウス卵 巣FP受 容 体(11>と96.4%、ヒ ト子 宮FP受容 体(16)と85.5%、ウ シ黄
体 細 胞FP受 容体(52)と80.3%のア ミノ酸相 同 性 を示 し、 ラ ッ トア ス トロサ イ
トFP受容 体 で あ る こ とが 分 か った 。
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 MS  INS  SK  Q  P  A  S  S  A  A  GL I  ANT  T  C  Q  TENRL S V 
TTCTTTTCAATAATCTTCATGACGGTGGGGATTGTATCTAACAGCCTGGCCATTGCCATCCTCATGAAGGCATATCAGAGATTTAGACGG 






K S K A  S  F L L  L  A  S  GL  V  I  T  D  F F  GHL  INGGI  A  VF
  A 
GTATACGCTTCTGATAAAGACTGGATCCGCTTCGATCAATCGAACATCCTGTGCAGTGTTTTTGGGATCTCCATGGTGTTCTCTGGCTTG 
 ^  Y A  SDK  DW  IR F  DQSNILCSVF  GI  SMVF  S  G  L  
                                            III 
TGCCCACTTTTCCTGGGCAGTACGATGGCCATTGAGAGGTGCATCGGGGTCACCAACCCTCTATTCCACTCTACAAAGATCACGTCTAAG 
 C  P  L  F  L  GS  T  MA  IERC  I  G  V  TNP  L  F  H  S  ITST  KSK 
               A A
 CATGTGAAAATGATACTGAGCGGTGTGTGCATGTTTGCTGTC  TTC GGCCCTGTTGCCCATCCTTGGACACCGAGATTATCAAATCCAA 
 HV K  MI  L  SGVCMF  AV F  VA L L  P1L  GHRD  Y  Q I Q
IV 
GCATCCAGAACTTGGTGCTTCTACAACACAGAGCACATCGAAGACTGGGAAGACAGGTTCTATCTCTTGTTCTTTTCTTCCCTGGGACTC 
 AS  R T  WC  F  Y  N  T  EH  IEDWEDRF  Y  L  L  F  F  S  SLGL 
                                          V 
 TTAGCTCTCGGCATCTCATTCTCGTGCAACGCCGTCACGGGAGTCACAC  TTTTGAGAGTGAAGTTTAGAAGTCAGCAGCACAGGCAAGGC 














 RS  H  H  L  EMV I  Q  L  L  A I  MC V  S  C  VC  WS  P  F  L  V  TM A
            VI 
AACATTGCAATCAATGGAAATAATTCCCCAGTGACCTGTGAGACGACGCTCTTTGCTCTCCGAATGGCAACCTGGAACCAGATATTAGAC 
 NI  A  INGNNS P  V  T  C  E T T L F  AL  R  MATWNQ  I  L D 
                                  VII 
CCCTGGGTCTACATTCTGCTACGGAAGGCTGTCCTTAGGAACCTGTACAAGCTTGCCAGTCGCTGCTGTGGAGTGAACATCATCAGCTTG 








 HI  WEL  SSIK  NS  L  K  V  A  A  I  S  ES  P  A  A  EKE  E  N  Q  Q A 
    A A 
TCTAGTGAGGCTGGACTGTAAGTCAATGCACAGCTAGAAGAAAGTTATGGGAACTTCCGAAACATCTTACCTGACCAGACTCAGAGCATA 












 GC  TCATGATAGCATATCATAAGCCCTATTGTGGATGATGCAAACATTGAAATCCCACTTACACATGCCAAGAACATGGCAGACATTGC  TT 
TACCTGAGCTATCATTTCTGTGTCAGAGAATAAAAAACGATCAAGACACATTCGAAGTCTCTTGGAGCTATTGTGTTTCTGCCTTACACA 
CACAGGCATAAGGGAGTTC TGTTAACAGTAATTTCACTAAATAAGTTGAACCACAC TTCCAAAAGCCTGTGTTATCAGTGAGGAGTGGAA 
AGATCTGAAATTAGCCAGGAGTTGGGATCACTGTTGTGGTTAACCCGAGGCTAAGGGACAAGATTCTGTCGCCAAGTTTCCCAATCTTAA 
TTCACACTTCTCCTTTGTATAATTTAACACAAAGATACTCAATTTCAGTAATCACTCTAAACATTAGTTCCATCAGTGGCTACGGTTAGT 
 GGTTATATTTTATAAAGAAATGTATTTTCATATTTAAAAAATTCC  TTTCTTTTATCGTTTGTC  TTTATTTAAAAATTTCTATTTTTTTC  T 
 TTGCTATATGTATGAGTGTTTCACCCGAATGTATTTCCGAGCATTACGTACCTTCCTAGAACTTACTTAAACCAGAAAAGGACATCGGGT 
























Fig. 3. Nucleotide sequence of rat FP receptor cDNA and its deduced  amino acid 
sequence 
Two overlapping clones (pFP17 and pFP24) were sequenced. The nucleotide sequence is 
numbered in the 5' to 3' direction, starting with the initiator ATG of the open reading 
frame. Putative N-glycosylation sites (ref. 112) are indicated with asterisks and presumed 
transmembrane domains are underlined. Potential phosphorylation sites by protein 
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Fig. 4. Amino acid sequence comparison of the FP receptors of 
various species 
The deduced amino acid sequences of the rat, mouse (11), bovine (52), and 
human (16) FP receptors are aligned. Dots and hyphens indicate identical 
and deleted amino acids, respectively, compared with those of the rat. 
Putative transmembrane domains are indicated with  I-WI.
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第 二 節 プ ロ ス タグ ラ ンジ ンE受容 体EP3サブ タイ プ(EP3受容 体)cDNAの ク
ロ ー ニ ン グ
アス トロサ イ トはPGEの刺 激 に反応 して そ の細 胞 内cyclicAMP量を増 加 させ る
(53,54)。このPGEに よる ア デニ レー トシ ク ラ ーゼ 活性 化 作 用 はRaffらの 分 類
(50)による タ イ プ2ア ス トロ サ イ トに強 く認 め られ る(54)。 一 方 、 タ イ プ
1ア ス トロサ イ トにお け るPGEの作 用 は 、 ア デ ニ レ ー トシ ク ラ ー ゼ を活 性 す る
こ とが 知 られ て い る他 の薬 物 の作 用 ほ ど著 明 で は な く(53,54)、従 って タ イ プ
1ア ス トロサ イ トにお け るEP受容体 の存 在 の有 無 、 そ して存 在 す る場 合 どの サ
ブ タ イ プ のEP受 容 体(Fig.1)が発 現 して い る か は不 明 で あ る 。 そ こ で 次 に 、
タ イ プ1ア ス トロサ イ トEP受容体cDNAをクロ ーニ ング した 。
実 験 方 法
cDNAライ ブ ラ リー の作 製 とス ク リー ニ ング は第 一 節 の 方 法 に従 っ た。 た だ し
第 一 節 で得 た 陽性 ク ロ ー ン 中 に は他 の プ ロス タ ノ イ ド受 容体cDNAと考 え ら れ
る ク ロ ー ンが 存 在 しな か っ た た め 、 ス ク リー ニ ン グ用 プ ロ ー ブ と して、 マ ウ ス
プロス タノ イ ドEP3受容 体cDNAのうち、推 定 第1か ら第4細 胞膜貫 通 領域 を コー
ドす る0.48kbフラ グ メ ン ト(9)を 用 い た。 得 られ た16個 の 陽性 ク ロ ー ン
(pFP1-pFP16)のうち、 そ の シ グナ ル の強 い ものか ら順 に10個 のcDNA塩基
配 列(pFP1-8,11,12)のsequencingを行 った。
実 験 結 果
塩 基 配 列 のsequencingを行 った10個 の クロ ー ンの うち3個(pFP1-3)は完 全
に 同 一 の 塩 基 配 列 を含 ん でい た。 そ の うちpFPIとpFP2の解 析 結 果 をFig.5に示
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                                             -85 CGCCGTCCTC 
CAGCGCGCTCCGCTGCAACCCCGCAGCTGAGCCCAGAGGCTCCGGCCCTGTGCGCCCTACCGCGGCCCCGCCACT 
ATGGCCGGCGTGTGGGCGCCGGAGCACTCGGTTGAAGCGCACAGCAACCAGTCAAGTGCTGCCGACGGCTGCGGC 
 M  A G  V  W  A  PEES V E A H  S  N  Q S S  A  A D  GC G 
TCTGTGTCCGTGGCCTTCCCCATCACCATGATGGTCACTGGCTTCGTGGGCAACGCGCTGGCCATGTTGCTTGTG 
S  V  S  V  A F  PITMMV T  G  F V  LAM  AML  L  V
TCGCGCAGCTATAGACGCCGGGAGAGCAAACGCAAAAAGTCTTTCCTGCTGTGCATTGGCTGGCTGGCGCTCACC 
 S  R S  YR   RR  E S  K  R  K K S  F  L  LA  AL T  
   A II 
GACTTGGTGGGGCAGCTCCTGACCAGTCCGGTGGTCATCCTCGTGTACCTGTCGCAGCGACGCTGGGAGCAACTC 




D  P  S  G  R L  C  T F F  GL  TM  TVF  GL S S L L  V  A
                III
AGCGCCATGGCCGTGGAGCGCGCCCTGGCTATCCGTGCGCCGCACTGGTATGCCAGCCACATGAAGACTCGCGCC 
S  AMAV  V   E  R  A  L  A  I  R A P  H  W  Y  A  S  H  M  K T R A 
ACGCGCGCGGTACTGCTGGGTGTGTGGCTGTCTGTGCTCGCCTTCGCGCTGCTGCCTGTGCTGGGCGTGGGCCGC 
T R  AV L L  GVWL S  V  L  A  F  A  L  L  P  V  L  G  V  G  R
IV 
TACAGCGTGCAGTGGCCCGGCACGTGGTGCTTCATCAGCACCGGGCCGGCGGGCAACGAGACGGACTCTGCGCGG 
Y S  V  Q  W  P  G  TWCF  I  S  T  GP  AGNET D S  AR 
                                                                                • 
GAGCCGGGCAGCGTGGCCTTTGCCTCCGCCTTCGCCTGTCTAGGCTTGCTGGCTCTGGTGGTGACCTTTGCCTGC 
E P  GS V  AF  A  S A F  AC  L  GL  LAL  V  V T F A C
       V 
AACCTGGCGACCATCAAAGCCCTGGTGTCCCGCTGCCGGGCCAAAGCCGCCGCCTCGCAGTCCAGCGCCCAGTGG 
 N  L  A  T  I K A  L  V  S  R  C  R  AK  A  A  A  S  Q  S  S  A  Q  W 
GGCCGGATCACCACGGAGACGGCTATCCAGCTTATGGGGATCATGTGTGTACTGTCCGTCTGCTGGTCGCCGCTA 
 G  R  I  T T  E  T  A  I  Q  L  MG I  MCVL  SVCWS P L
                    VI 
TTGATAATGATGCTGAAAATGATCTTCAATCAGATGTCAGTAGAGCAATGCAAGACGCAGATGGGAAAGGAGAAG 
 L  IMML  KMIFNQMS  V  E  Q  C  K  T  QMGK  E  K 
GAGTGCAATTCCTTCCTAATCGCCGTTCGCCTGGCTTCGCTGAACCAGATCTTGGATCCCTGGGTTTATCTGCTG 
E  C  N  S  F  L  I  AVR  L  A  S L  NO  IL  DPWV Y L L
       VII 
CTAAGAAAGATCCTTCTTCGAAAGTTCTGCCAG 
L   ILLR  KL  R  K  F  C  Q 
 ATGATGAACAACCTGAAGCGGAGTTTCATTGCAATACCTGCTTCC  CTGAGTATGAGAATTTCTTCCCCCAGGGAA 





 ^   ANAV  SSCS  S  D  Q  Q  K  G  Q  A  I  S L  SNE  V  V 
CAGCCAGGGCCATGAAAGAGAACAGAGCCAATGAGCTTAGACACAGCTTTTGCAGCAATGTCTCTAACCTTATGG 
Q  PGP 
AC
-76 







































Fig. 5. Nucleotide sequences of rat EP3 receptor cDNAs and their deduced amino 
acid sequences 
Two clones (pFP1 and pFP2, corresponding to  EP3  (3 and  EP3i, respectively) were sequenced. 
The nucleotide sequence is numbered in the 5' to 3' direction, starting with the initiator 
ATG of the open reading frame. Putative N-glycosylation sites are indicated with asterisks 
and presumed transmembrane domains are underlined. Potential phosphorylation sites by 
protein kinases A and C are shown by arrow heads.
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す 。 この2つ の ク ロー ンは塩 基 配列 で1,008番目、推 定 ア ミノ酸 配 列 で336番目
まで は ま った く同 一 で あ っ た。 しか し塩 基 配列 で1,009番目、推 定 ア ミノ酸 配 列
で337番目以 降 はpFPIとpFP2とでは別 々の配列 を持 ってお り、 互 い にア イソ フォー
ム を コー ドして い る こ と が分 か っ た。 もう一 つ の ク ロー ンpFP3は推 定 ア ミノ 酸
配列 でpFP2のコー ドす るア ミノ酸 とま った く同一 で あ っ たが 、3'側 の非 翻 訳
領 域 がpFP2より も短 か い もの で あ っ た(デ ー タ には示 さず)。pFPIが コー ドす
る蛋 白質(推 定 分 子 量39,634)は、Fig.6に示 す よ う にマ ウス癌 化 肥 満細 胞EP3
受 容 体EP3βアイ ソ フ ォー ム(7)と94.8%のア ミノ酸 相 同性 を示 し、 ラ ッ トア ス
トロ サ イ トEP3受容 体EP3Rアイ ソ フ ォー ム であ る こ とが 分 か った 。 また 、pFP2
が コー ドす る蛋 白質 のC末 端 か ら29ア ミノ 酸 は、pFP1のコー ドす る蛋 白質 の
C末端 か ら26ア ミノ酸 と置 き換 わ っ た構 造 を して お り、 マ ウ ス癌 化 肥 満細 胞
EP3受容 体EP3γア イ ソ フ ォー ム(8)に 対応 す る ラ ッ トアス トロサ イ トEP3受容
体EP3γア イ ソ フ ォー ム で あ る こ とが 分 か っ た。
Fig.6には、 ラ ッ トアス トロサ イ トEP3受容体EP3Rアイ ソ フ ォー ム の ア ミノ 酸
配列 を、 す で に報 告 され てい る マ ウス癌化 肥 満細 胞EP3受容 体EP3Rアイ ソ フ ォ ー
ム(7)、 ウサ ギ 腎臓EP3受容 体 ク ロ ー ン77A(55)、ウ シ副 腎 髄 質EP3受容 体
EP3Aアイ ソ フ ォ ー ム(56)、 お よび ヒ ト子 宮EP3受容 体EP3-mアイ ソ フ ォー ム
(21)と比 較 し た もの を示 した 。 マ ウ ス癌 化 肥 満 細 胞 に お い て は3種 類 の
(EP3α、EP3βお よ びEP3y)(7,8)、ウサ ギ腎 臓 にお い て は4種 類 の(ク ロ ー
ン72A、74A、77A、お よび80A)(55)、 また ウシ副 腎 髄 質 に お い て は4種 類
のEP3受容 体 ア イ ソ フォー ム(EP3A-EP3D)(56)がそ れぞれ 報告 され てお り、
そ れ らがaltemativesplicingによ り作 ら れ る こ とが 証 明 さ れ て い る 。altemative
splicingを受 け て ア ミノ酸 配列 が 変 化 す る部 位 はい ず れ の動 物 種 にお い て も、C
末 端 側 の ア ミノ酸 残 基 で あ り(Fig.6の矢 印 で 示 す 部位 か らc末 端 まで の ア ミ ノ
酸 残 基)、 ラ ッ トアス トロ サ イ トに おい て もFig.5に示 す よ う に、altemative
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Fig. 6. Amino acid sequence comparison of the EP3 receptors of 
various species 
The deduced amino acid sequences of the rat  (EP3  (3), mouse  (EP3(3, ref.7), 
rabbit (clone 77A, ref.55), bovine (EP3A, ref.56), and human (EP3-III , ref. 21) EP3 
receptors are aligned. Dots and hyphens indicate identical and 
deleted amino acids, respectively, compared with those of the rat. Putative 
transmembrane domains are indicated with  I-VII. Arrows show alternative 
splicing sites of each receptor.
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ま た 、pFP4-6、8、11、12はsequencingの成 績 か ら特 定 の蛋 白質 を同 定 す る こ
とが で きなか った(デ ー タ に は示 さず)。 さ らにpFP7に関 して は 、塩 基 配列 の
部 分 解 析 に よ りpFP1の塩 基 配列 と約30%の 相 同性 を示 す領 域 を持 つ こ とか ら 、
さ ら に詳 細 に検 討 した(次 節)。
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第三節 トロンボキサ ンA2受容体(TP受容体)cDNAのクローニング
前節において解析 したクローンのうちpFP7は、その塩基配列 か ら推定 され る
部分アミノ酸配列がマウスTP受容体(5)と高い相同性を示 したことか ら、ラッ
トアス トロサイ トTP受容体cDNAの一部であ る可能性が示唆 された。培養ウサ
ギアス トロサイ トにおいてはTXA2のアナログであるSTA2がPI代謝回転を亢進




pFP7の解析結 果 とマウスTP受容体 アミノ酸配列(5)とg比 較 より、pFP7は
推 定 蛋 白 質C末 端 側 の翻 訳 領 域 に対 応 す る 部 分 か ら3'側 に か け て の 塩 基 が 欠
失 してい る こ と が分 か っ た。 そ こでFrohmanらの 方 法(57)に 従 っ て 欠失 した
部 分 を 含 む3'側cDNAの 増 幅 を行 い 、全 翻 訳 領 域 の 解析 を行 っ た 。 ま ず ア ダ
プ タ ー プ ライ マ ー5'-GACTCGAGTCGACATCGA-(T)17-3'を用 い(57)、 ラ ッ ト
脳RNAサ ン プ ル よ りcDNAプー ル を 作 製 した 。 次 にpFP7の塩 基 配列(Fig.7の
一384番目か ら994番目)よ り得 られ た情 報 を もと に2つ の プ ラ イマ ー、 す な わ ち
プ ライ マ ー1、5'-GGTGTGTTGGATGCCCTTGC-3'(Fig.7の756番目か ら775番
目)、 お よび プ ラ イマ ー2、5'-TGCTGCAGACGCTACCTGTC-3'(Fig.7の797
番 目か ら816番目)を デザ イ ン した 。 プ ラ イマ ー1と ア ダ ブ゜ タ ー プ ラ イマ ー を
用 い て ラ ッ ト脳cDNAプー ル を鋳 型 と してpolymerasechainreaction法(PCR法)
(128)によ り増 幅 を行 っ た。 そ のPCR産物 を さ らに フ ラ゜ イマ ー2と ア ダ プ タ ー
プ ライマ ー を用 いてPCR法 によ り増幅 を行 った 。得 られ たPCR産物 を1%ア ガ ロ ー
ス ゲ ル電 気 泳 動 に よ り回 収 し、pFP7とPCR産物 と をligationして 全 翻 訳 領 域 を含
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むcDNAをク ロ ー ニ ング した(ク ロ ー ンRB47)。
実 験 結 果
RB47のcDNA解析 結 果 をFig.7に示 す 。 これ は 推 定 ア ミノ酸 数341個の 蛋 白 質
(推定分 子 量36,860)をコー ドす るcDNAであ った 。 この蛋 白 質 はFig.8に示 す
よ う にマ ウス肺TP受 容体(5)と92.7%、 ヒ ト胎 盤TP受 容 体(4)と71.8%の ア
ミノ酸 相 同性 を示 し、 ラ ッ トア ス トロサ イ トTP受容 体 で あ る こ とが 分 か った 。
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TCACCCCCCACACAGGCCATGCTCAGTGGACCCTGAAGGACGGTGCCAATCAAAGCTGGGGTTCTTGGTGACTGCTAACGACCTGTCTCC 

















Fig. 7. Nucleotide sequence of rat TP receptor  cDNA and its deduced amino acid 
sequence 
The sequence of clone RB47 is shown. The nucleotide sequence is numbered in the  5' to  3' 
direction, starting with the initiator ATG of the open reading frame. Putative N-
glycosylation sites are indicated with asterisks and presumed transmembrane domains are 
underlined. Potential phosphorylation sites by protein kinase C are shown by arrow heads. 
A possible polyadenylation signal is double underlined.
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Rat MWLNSTSLGACFRPVNITLQERRAIASPWFAASFCALGLGSNLLALSVLA 50 
Mouse  P G  50 
 Human  ..P.GS.  .P  T.  E  L  .  VV  A  50 
     II  
Rat  GAPGAG-PRSSFLALLCGLVLTDFLGLLVTGAVVASQHIAALLDWRATDP 99 
Mouse   99 
Human  ...Q.GSHT TF TI.V FE.H.V.. 100 
  II III  
Rat GCLCHFMGAAMVFFGLCPLLLGAAMAAERFJVGITRPFSRPAATS-RRAW148 
 Mouse  S  Y V  S T - 148 
 Human  .....  R...VV.I  S  .  S.  YL  VA  Q. 150 
  IV  
I V  Rat  IATVGLVWVGAGTLGLLPLLGLGYSVQYPGSWCFLTLGAGRGDVAFGLMF 198 
Mouse  A A   TQ....V...I. 198 
Human  AA.LA  V T  GES L 200
VI  
Rat ALLGSVSVGLSLLLNTVSVATLCI4VYHAREATQ-RPRDCIVEMMVQLVGI 247 
Mouse  A  247 
Human  SM  GL   F H   GQ  .A  Q.  S  .  A  .L 250 
                                VII  
Rat  MVVATVCWMPLLVF  I  LQTLLQTL  PVMS  P  IGQLLRTTERdLL  I  YLRVATWN 297 
Mouse   M  P  F A H  297 
 Human  ....S...L  ......  A..V.RNP  A.  A.  .S  KE  300 
Rat  QILDPWVYILFRRISVLRRLHPRFTSQLQAVSLHSPPTQAMLSGP 341 
Mouse  S  RR  A  341 
Human  A Q   LSTRPRSL..QPQL..RSGLQ 343
Fig. 8. Amino acid sequence comparison of the TP receptors of 
various species 
The deduced amino acid sequences of the rat, mouse (5), and human(4) 
TP receptors are aligned. Dots and hyphens indicate identical and 
deleted amino acids, respectively, compared with those of the rat. 
Putative transmembrane domains are indicated with  I-WI.
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第 四節 培 養 ラ ッ トア ス トロサ イ トにお け る プ ロス タ ノ イ ド受 容 体 情 報 伝 達
系 の 解 析
前 節 まで に ク ロー ニ ング して一次 構 造 を決 定 した各 プ ロス タ ノイ ド受 容体 は 、
FPおよ びTP受容 体 がPI代謝 回転 系 と、EP3受容 体 がcyclicAMP産生 を抑 制 す る
系 と 共 役 して い る こ とが 、 末 梢 組 織(1,2)や リ コ ン ビナ ン ト受 容 体 の 系
(6-8,11,52)で報 告 さ れ て い る。 そ こで 第 一節 か ら第 三 節 にお い て得 られ た ク
ロー ン の コー ドす る受 容体 が 、 実 際 に ア ス トロ サ イ トにお い て 発 現 して機 能 を
持 って い るか につ い て検 討 した 。
実 験 方法
PI代謝 回転 の 指標 と して 、 リガ ン ド反 応 後 細 胞 内 に蓄 積 した イ ノ シ トー ル1
一リ ン酸(IP1)を、Berridgeらの方 法(59)に 従 って測 定 した。 す な わ ち、 ま ず
培 養 アス トロサ イ ト(Coming社製12-wellplate中でconfluentにな っ た も の)を
myo-[3H]イノ シ トー ル(37kBq/well)で24時間標 識 した。 そ の後 、IP1脱リ ン酸
化 酵 素 阻 害 活性 を持 つ リチ ウム とシ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻害 薬 であ る イ ン ドメ
タ シ ン を含 むKrebs-Ringerbicarbonatebuffer[LiKRB、組 成(mM):LiCllO、
NaCI110,KCI5.5,CaC122.5,MgC121.2,KHZPO41.2,NaHCO320,D-glucose
I1、indomethacinO.01、pH7.4亅で細 胞 を洗 浄 し、..で20分 間、37°Cでプ レ
イ ン キ ュベ ー シ ョン した 。 次 に新 しい..に 交 換 し て各 薬 物 を 添 加 し、 反 応
を開 始 した。 反 応 は薬 物 を含 むLiKRBを除 い た後 、 氷 冷 メ タ ノ ー ル を添 加 し て
停 止 した。 細 胞 を培 養 プ レー トか ら剥 が して氷 冷 ク ロ ロ ホル ム 中 に添 加 し、 そ
こへ さ らに 水 を添 加 し た。 この水 一メ タ ノー ル クー ロ ロ ホル ム 混合 細 胞 浮 遊 液 を
撹 拌 、 超 音 波 処 理 して細 胞 を完 全 に破 砕 した。 遠 心操 作 に よ っ て水 層 と有 機 層
とに分 離 し、 水 層 を陰 イ オ ン交 換 樹 脂(Bio-RadAG1-X8、100-200mesh、ギ 酸
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型)の 入 っ た カ ラ ム に通 し、 カ ラ ム内 を水 、 つ い で5mMホ ウ酸 ナ トリウ ム/60
mMギ 酸 ナ トリ ウム で洗 浄 した 。樹 脂 に結 合 した[3H]IP,は、0.lMギ酸/0.2Mギ
酸 ア ンモ ニ ウム で溶 出 し、 カ ク テ ル と混 和 した 後 液体 シ ンチ レ ー シ ョンカ ウ ン
ター で そ の放 射 活性 を測 定 した 。有 機 層 は そ の まま カ クテ ル と混和 した後 そ の
放 射 活 性 を測 定 した 。PI代謝 回転 は細 胞 に取 り込 まれ た全 トリチ ウム量 に対 す
る[㌔】IPI量(%Hydrolysis)として表 示 した。 なお 、20分間 の プ レイ ン キ ュベ ー
シ ョン 中 に細 胞 内 に認 め られ た[洫]IP1量を反 応 時 間0分のバ ッ クグ ラ ウ ン ド値 と
してす べ て の測 定 値 よ り差 し引 き、 反 応 時 間 中 に産生 され た正 味 の蓄積 量 と し
て示 した 。
細 胞 内cyclicAMP量は 、Babaらの 方 法(60)に 従 っ て測 定 した 。 す な わ ち、 ア
ス トロサ イ トの 培 地 を除 い てHEPES-Krebs-Ringerbuffer[HKR、組成(mM):
NaCl145、KCI6、Ca(兆1.8、MgSO40.8、HEPES25、D-glucose19、pH7.4]で洗
浄 後 、HKRで20分 間 プ レイ ンキ ュベ ー シ ョ ン した 。HKRを 除 き1nMイ ソブ チ
ル メ チ ル キ サ ン チ ン(IBMX)を 含 むHKRに 交 換 し、5分 後 に各 薬 物 を含 む
IBMX-HKRを添 加 して反 応 した。反 応 は氷 冷 トリク ロ ロ酢 酸 を5%の濃 度 とな る
よ う に添 加 して 停 止 した 。反 応 プ レ ー トを一30°Cで凍 らせ た後 解 凍 して細胞 を
完 全 に破 砕 した 。調 製 したサ ンプ ルのcyclicAMP量は ラ ジ オ イム ノア ッセ イ キ ッ
ト(Amersham)を使用 して行 った。 ま た、蛋 白質 の定 量 はLowryらの方法(61)
に従 っ て行 っ た。
実 験 結 果
PGF2αお よびTXA2のア ナ ログ で あ るSTA2は、培 養 ア ス トロサ イ トに対 す る
イ ノ シ トー ル リ ン脂 質代 謝 回転 亢 進 作 用 に つ い て 、他 の プ ロス タ ノ イ ドと比 較
して ポ テ ン シ ー 、 エ フ ィカ シ ー と もに 強 か っ た(Fig.9A)。また 、EP3受容 体
選択 的 ア ゴニ ス トで あ るM&B28767は(24,25)、培 養 アス トロサ イ トにお け る
17
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Fig. 9. Signal transduction of prostanoid FP, TP, and EP3 receptors 
in cultured rat astrocyrtes 
(A) Phosphoinositide  hydrolysis  , (B) cyclic AMP formation. 




本章において明 らかに した3種 類 のラッ トタイプ1ア ス トロサイ トのプロス
タノイ ド受容体(FP、EP3、およびTP)の推定 アミノ酸配列 を、すでに報告 さ
れている ラット肺EP2受容体(58)と合 わせて比較 した ものをFig.loに示す。
マウスおよびヒ トにおいて指摘 されているの と同様 に(25)、ラットにおいて
も第7細 胞膜貫通領域および第2細 胞外 ループ領域で特に高い保存性が認め ら
れた。 また、 いずれのクローンの コー ドする受容体 も、末梢組織由来のcDNA
クn一 ンの成績 と比較 して推定アミノ酸配列でgo%以上の相同性 を示 し(Figs.
4,6,8)、中枢神経系プロス タノイ ド受容体は末梢組織の ものと同一であると考
えられた。
第二節 において示 した ように、ラ ットタイプ1ア ス トロサイ トにおいて、従
来の薬理学的検討によっては見い出されなかったEP3受容体(27,28,54)が存在
すること、およびラットアス トロサイ トには少な くとも2種 類のEP3受容体 ア
イソフォーム(マ ウスEP3βおよびEP3γに対応する)が 発現 していることが明 ら
か となった。また実際に本受容体活性がアス トロサイ トに認め られ、その機能
を有 していることを第四節において示 した(Fig.9A)。全脳RNAを用いたノー
ザ ン解析 においては、クローニングされた3種 類のEP受容体サブタイプのうち
EP3サブ タイプのmRNA(メッセ ンジャーRNA)のみその存在が確認 されてい
る(6,9,10)。この点に関 し最近Sugimotoらはマウス脳切片 を用いたinsituハイ
ブリダイゼーシ ョン法によ り、EP3受容体mRNAが神経細胞 に局在 して存在す
るという成績 を報告 した(62)。この成績(62)と本章第二節 および第四節 の










1.ラッ ト培 養 アス トロサ イ ト (タイ プ1)cDNAラ イ ブ ラ リー よ り、 3種類の
プ ロス タノ イ ド受 容体(FP、EP3、お よびrP)cDNAのク ローニ ン グを行 い 、
その推定アミノ酸配列を明らかにした。
2.クローニングした各受容体は培養アス トロサイ トにおいて、各々が共役 す
る情報伝達系を活性化することを明らか とし、実際に受容体機能を有 して
い る こ と を示 した 。
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第二章 グリア細胞におけるプロスタノイ ド受容体mRNAの発現分布
第一節 各種 グ リア細胞 におけるプロスタノイ ド受容体mRNAの発現量の比
較
中枢神経系 グリア細胞 はアス トロサイ ト、オリゴデン ドロサイ ト、および ミ
クログリアに大 別される(63)。各 グリア細胞 は病理学的所見、電子顕微鏡 的






すなわち各種 リガン ドの受容体発現分布を明 らかにすることが重要 と考 えられ
ている(72-75>。この観点から、本章 におい ては各種 グリア細胞に対するプ
ロスタノイ ドの生理的役割を検討する目的で、第一章 において明らか となった
ラットプロスタノイ ド受容体の塩基配列 をもとにプライマーを作製 し、reverse
transcriptase-PCR法(RT-PCR法)により各種 グリア細胞 におけるプロスタノイ
ド受容体mRNAの発現分布 を検討 した。またその成績を、髄膜由来繊維芽細胞、
グリア細胞 の継代培養系であるラッ トC6グ リオーマ細胞、副腎髄質褐色細胞
由来のPC12細胞、全脳、およびEP3(6)、FP(11)、およびTP(5)受容体
が存在することが知 られている腎臓での成績 と比較 した。
実験方法
培養ラッ トアス トロサ イ トの調製 は第一章第一節の方法 に従 った。オリゴデ
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ン ドロサ イ トお よび ミク ロ グ リアの調 製 は 、Sawadaらの 方 法(76>に 従 って行 っ
た。 髄膜 由 来 繊 維 芽 細 胞 はPearceらの 方 法(77)に 従 っ て調 製 した 。 本 検 討 に
お い て は 、他 の 細 胞 の コ ンタ ミネ ー シ ョンを極 力 防 ぐよ う に各 種 細 胞 を培 養 し
た た め に細 胞 量(従 っ てそ のRNA量)が 少 な く、 ノー ザ ン解 析 が不 可 能 で あ っ
た。 そ こで 、比 較 的 少 量 のRNAを 用 いて そ の量 的解 析 が で きるRT-PCR法に よ っ
て各 プ ロ ス タ ノ イ ド受 容体mRNAの 解 析 を行 った 。
RNAの 調 製 はChomczynsldとSacchiの方 法(78)に 従 っ て 行 っ た 。得 られ た
RNAサ ン プル を鋳 型 と し、M-MLVreversetranscriptaseを用 い てdNTPs存在 下 で
逆 転 写 してcDNAを得 た。
各 プ ロス タ ノ イ ド受 容 体 の プ ライ マ ー は第 一 章 の結 果 よ り、次 の よ う にデ ザ
イ ン し た:FP受 容 体 セ ンス プ ライ マ ー 、5'-GCATCCAGAACTTGGTGCTT-3'、
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 、5℃GTCGTCTCACAGGTCACTG-3'(増幅 フ ラ グ メ
ン トサ イ ズ 、318by);EP3受容 体 セ ンス プ ラ イマ ー 、5'-GCTGACCATGACAG-
TGTTCG-3曹、 ア ンチ セ ンス プ ラ イマ ー 、S'-GTGGCTGGCATACCAGTGCG-3'
(増幅 フ ラ グ メ ン トサ イズ 、103bp);TP受容体 セ ンス プ ライ マ ー 、5'-TGCTG-
CAGACGCTACCTGTC-3'、ア ンチ セ ンス プ ライ マ ー 、5'-GATTGGCACCGTC-
CTTCAGG-3'(増幅 フ ラ グ メ ン トサ イ ズ 、245bp)。サ イ クル 数 お よび 鋳 型 と
な るcDNA量 は 定 量 性 の あ る範 囲 で 設 定 し(FP受 容 体 の 場 合 、Fig.11)、
鉱P-dCTPの存 在 下 でTthDNApolymeraseを用 い たPCR法 に よ り増 幅 され た フ ラ グ
メ ン ト中の 放 射 活 性 を測 定 す る こ とで評価 した 。 す なわ ち、FPお よびTP受容 体
に関 して は、PCR用 反応 液(cDNA量 は50ngのRNAを鋳 型 に した もの に相 当 す
る量 と した)を ま ず94°Cで1分間 加 熱 した後 、94°Cで1分間 の変 性 、58°Cで1分
間の ア ニ ー リ ン グ、72°Cで2分間 の増 幅 反 応 を35サイ クル行 っ た 。EP3受容 体 に
関 して は 、PCR用反 応 液(cDNA量 は50ngのRNAを鋳 型 に した もの に相 当す る
量 と した)を まず94°Cで1分間加 熱 した後 、94°Cで1分問 の変 性 、61°Cで2分間
の ア ニ ー リ ン グ、72°Cで2分間 の 増 幅 反応 を40サイ クル行 っ た。 反 応 終 了後 、
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反 応 液 を1.2%(FPおよ びTP受容 体)あ る い は2%(EP3受容 体)ア ガ ロ ース ゲ
ル電 気 泳 動 して 、 増 幅 され た フ ラ グメ ン トを切 り出 した 。 なお 各 増 幅 フラ グ メ
ン トはDNAsequencingある い は制 限酵 素 マ ッ ピ ン グ に よ り予 想 され る受 容 体
の フ ラ グ メ ン トで あ る こ と を確 認 した(デ ー タに は示 さず)。
アス トQサ イ トEP3受容 体 に関 してはalternativesplicingによる複 数 の ア イソ フォー
ム の存 在 を第 一章 第 二節 にお い て示 した が(Fig.5)、各 ア イ ソ フ ォー ム を一組
の プ ラ イマ ーセ ッ トでRT-PCR法に よ り増 幅 す る こ とが、 ラ ッ トEP3受容 体RNA
の高次 構造 に起 因す る とみ られ る理 由 に より不 可 能で あ ったの で、 各 ア イソ フ ォー






































EP3受容体mRNAはC6グリオーマ細胞以外のサ ンプルでその発 現が認め られ
た(Fig.12)。発現量は、 アス トロサ イ ト、オリゴデン ドロサイ ト、および ミ
クログ リアで腎臓の約40%であった。 また特 にPC12細胞で は腎臓 と同程度の
EP3受容体mRNAの発現が認め られた。
FP受容体mRNAの発現は、グリア細胞ではアス トロサイ トおよびオリゴデ ン
ドロサイ トでのみ認め られ、 ミクログリアにはFP受容体mRNAは発現 してい な
かった。繊維芽細胞、腎臓 においてはアス トロサイ トおよびオ リゴデン ドロサ
イ トの約60-70%の発現が認められた。全脳においてもわずかではあるもののFP
受容体mRNAの発現 が確認 された。なお、FP受容体 は黄体細胞 に豊富に存在 し
(79-81)、PGF2αは黄体縮体 に関与す るオータコイ ドと して知 られている
(82,83)。そこでFP受容体 に関 しては、妊娠14日めのラット卵巣 からRNAを
調製 して同様 の検討を行 ったところ、Fig.12に示す ようにラッ トアス トロサ イ
トの約250%のmRNA発現が確認 された。
TP受容体mRNAは調べた3種 類のプロスタノイ ド受容体mRNAのなかで最 も
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Fig. 12. Expression levels of messenger RNAs for rat prostanoid receptors 
RT-PCR analysis was performed using cDNA samples of cultured astrocytes  ( 1), 
oligodendrocytes (2), microglia (3), C6 glioma (4), pheochromocytoma PC12 (5), 
meningeal fibroblasts (6), whole brain (7), kidney (8), and pregnant ovary  (9). 
Values are means ± S.E.M. of three to four experiments. N.D., not determined.
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第 二 節 ア ス トロサ イ トの形 態 分 化 に伴 う プ ロ ス タ ノイ ド受 容 体mRNA量 の
変 化
ア ス トロ サ イ ト(タ イ プ1)は 細 胞 内cyclicAMPの濃 度 上 昇(84,85>やボ ル
ボ ー ル エ ス テ ル 処 置(86)に よ り偏 平 な石 垣 状 の形 態 か らグ リ ア突 起 を持 っ た
形 態 へ と分 化 す る。 これ は アス トロサ イ トの細 胞 骨 格 系 蛋 白質 が 再構 成 す る こ
とに よっ て 生 じる と考 え られ て い る(87-89)。この 形 態 分化 に伴 って 、 炭酸 脱
水 酵 素 や(Na÷+K+)-ATPase活性 の 上昇(90)、 神 経 伝 達 物 質 受 容 体 数 の 増 加
(91,92)、グ ル タ ミ ン酸 代 謝 活 性 変 化(93)、 神 経 細 胞 一グ リ ア細 胞 相 互 作 用
の 変 化(94)な ど、 アス トロサ イ トにお け る重 要 な機 能 の変 化 が生 じる こ と が
知 られ て い る 。 そ こで本 節 で は 、 アス トロサ イ トの形 態 分 化 に 伴 う各 プ ロス タ
ノイ ド受 容 体mRNA量 の変 化 につ い て検 討 を行 った。
実 験 方 法
培 養 ラ ッ トアス トロサ イ トの調 製 は第 一章 第 一 節 の 方 法 に従 った 。 第 二 次 培
養 後 コ ン フル エ ン トに な った 細 胞 に対 し、cyclicAMPの細 胞膜 透 過 性 ア ナ ロ グ
で あ るdibutyrylcyclicAMP(db-cAMP)1mMで3日間 、 あ るい は ホ ル ボー ル エ ス
テル の 一 つ で あ る12-O-tetradecanoylphorbol13-acetate(TPA)100nMで24時間 処
置 して、 細 胞 を形 態 分 化 させ た。 そ の 後RNAを 調 製 し(78)、 第 二 章 第 一 節 に
示 すRT-PCR法で各 プ ロス タ ノ イ ド受 容体mRNA量 を測 定 した。 な おTPA処置 細
胞 に対 す る コ ン トロ ー ル と して、0.1%ジメ チ ルス ル ポ キ シ ドで 同様 の期 間処 置
した細 胞 のRNAを 調 製 し、 実験 に用 い た 。 また、TPA処置 す る こ とで アス ト ロ
サ イ トにお い てそ のmRNA量 が増 加 す る こ とが 知 られ て い るTIS11(95,96)を、
TPA処置 実 験 にお け るポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル と して定量 した 。 ラ ッ トTIS11の
PCR用プ ライ マ ー は次 の通 りと した:セ ンス プ ラ イマ ー、5'-CTACCCCAGCC-
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TGTrGTcccTccTG-3量、 ア ンチ セ ンス プ ラ イマ ー、5'-GATGCGATTGAAGAT-
GGGAAGACGC-3署(増幅 フ ラ グメ ン トサ イ ズ、236bp)(96)。
実 験 結 果
培 養 ア ス トロ サ イ ト(タ イ プ1)をdb-cAMPで処 置 し た 場 合 、FP受 容 体
mRNA量 の み コ ン トロー ル と比 較 して 有 意 な 増 加(約500%)を 示 し た(Fig.
13A)。これ に対 して 、EP3受容 体 お よびTP受 容体mRNA量 はdb-cAMP処置 に よ
り有 意 な変化 を示 さ なか った。
また 、 培 養 アス トロサ イ トTPAで処 置 し た場 合 、FP受容 体mRNA量 の み コ ン
トロ ー ル と比 較 して有 意 な増 加(約200%)を 示 した(Fig.13B)。これ に対 し
て、EP3受容 体 お よびTP受 容体mRNA量 はTPA処置 に よ り有 意 な 変化 を示 さ な
か っ た。 な お、TISllmRNAもFP受容 体mRNAと 同様 、TPA処置 に よ る有 意 な増
加 を示 した(Fig.13B)。
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Fig. 13. Changes in expression levels of messenger RNAs for rat prostanoid receptors 
in cultured astrocytes by differentiating agents 
Astrocytes were treated with  dibutyryl cyclic AMP (db-cAMP, A) or  12-O-tetradecanoylphorbol 
_ 13-acetate (TPA, B) and the  RNAs were  prepared to analysis by RT-PCR. Values are means ± 
S.E.M. of three experiments.  *P<0.05,  **P<0.01,  ***P<0.001, compared with control. 
TIS, TPA-induced sequence.
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第三節 生後脳の発達に伴 うプロスタノイ ド受容体mRNA量の変化
中枢神経系 におけるプロスタノイ ド合成酵素活性 は、個体の発生 に伴って増
加 し、その後プ ラトーに達することが報告 されている(35)。しかしながら、
実際の脳内におけるプロスタノイ ドの含量変化 は、プロスタノイ ド代謝経路 の
個体発生 に伴 う変化 を考慮にいれなければならず、従って合成酵素活性の変化
と一致するか否かは不明である。 またプロス タノイ ド受容体数 の個体発生に伴
う変化 については、特にPGD2結合部位(35)、お よびPGE2結合部位(35,97)
において検討 されているが、 リガン ド結合実験 における全結合 と非特異的結合
の差が小 さく、受容体数変化を実験的に明確 にすることが困難 と考 えられる。
第二章第一節および第二節において用いたRT-PCR法は、プロスタノイ ド受容
体mRNAの存 在を正確 に示 し、また、反応条件を適当に選ぶ ことに よりmRNA
量を定量することが可能である。従って本節では、ラット個体発生後の脳内 プ
ロスタノイ ド受容体mRNA量の変化 をRT-PCR法により検討 した。
実験方法
生後0、1、2、3、4、6、7、10、および21日目のWistar系ラット全脳 より第二
章第一節に示 した方法に従 ってcDNAサンプルを調製 し、PCR反応 を行った。な
お本検討に関 しては、個体間でのRNA抽出効率の違いによるデータのばらつ き
をな くすために、内部標準物質 としてβ一アクチ ンmRNAを選 び、同時にPCR反







Fig.14に各 プロスタノイ ド受容体mRNA量のラ ット脳 における生後 変化 を示
す。EP3およびTP受容体は生後7日でそのmRNA量が最大 となった後、プラ トー
とな り(EP3受容体)、 あるいは徐々に減少傾向を示 した(TP受容体)。FP受















































本章第一節 において、3種 類の プロスタノイ ド受容体mRNAはグリア細胞種
によりその発現パ ターンが異なってい ることを明 らかにした(Fig.12)。また
本章第二節において、cyclicAMPアナログやホルボールエステル処置 に対 して
特定のプロスタノイ ド受容体mRNA量が反応 したことか ら、各々の プロスタノ
イ ドが各 グリア細胞 に対 して特異的な作用 を有 することが推察 された。アス ト
ロサイ トの形態分化 に伴 ってαfアドレナリン受容体活性が上昇することが報告
されて いる(91,92)。この活性上昇は蛋白質合成阻害薬 シクロヘキシミドや
mRNA翻訳 阻害薬 アクチ ノマイシンDの共存 により抑制 されることから、アス
トロサイ トの形態分化 に伴ってα1一ア ドレナリン受容体mRNAの翻訳活性上昇が
起 こる と推察されているが(92)、その直接的な証明はない。 この点に関 し、
本章第二節の成績(Fig.13)はFP受容体が形態分化 に伴いそのmRNA量の変化
が上昇する受容体であることを、アス トロサイ ト受容体 としては初めて明確 に
示 したものである。プロス タノイ ド受容体のうちヒ トTP受容体遺伝子のみが解
析 されているが(99)、そのプロモーター領域 にAP-2やTREコンセンサス配列
が確認 されてお り、ボルボールエステルによるTP受容体発現誘導が示唆されて
いる。本章第二節において、ラ ットアス トロサイ トTP受容体mRNA量はTPAに
よる細胞分化の影響を受けない ことを示 したが(Fig.13B)、形態分化 を伴 わ
ない速やか な薬物処置 によるプロスタノイ ド受容体mRNA量の変化 については
依然不明で あり、また各 プロス タノイ ド受容体mRNAの安定性 につ いて も不 明
であるため、遺伝子解析の成績 から導かれた推察(99)と本章第二節の結果 と
の相違点は動物種による本質的 なプロスタノイ ド受容体mRNA発現制御機構 の
相違か、あるいは実験的条件の相違による ものか検討の余地が残されている。
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本章第二節 において、 ラッ ト全脳RNAサンプルに各 プロスタノイ ド受容体
mRNAが発現 している ことをRT-PCR法によ り明確に示 した。いずれの受容体
mRNAの全脳RNAサンプルにおける発現量 も、培養アス トロサイ トにおけるそ
れと比較 して40%未満であった(Fig.12)。マウス全脳RNAサンプルを用いた
ノーザ ン解析では、EP3およびTP受容体mRNAはその存在が認め られ ているが
(5,6)、FP受容体mRNAは認められていない(11)。従って中枢神経系にお け
るフ゜ロス タノイ ド受容体mRNAの発現解析 にはRT-PCR法が有効であることが示
され た。そのRT-PCR法に よ り生後脳 の発達 に伴 う各 プロス タノイ ド受容体
mRNA量の変化 を検討 したところ、いずれの受容体mRNAも生後6日あるいは7
日でその量が最大 となることが明 らか となった(Fig.14)。ラット脳 において、
PGE2結合能 は生後7日で最大 となることが報告 されてお り(35)、これ はFig.
14の成績か ら予測されるプロスタノイ ド受容体蛋白質量の変化 と一致している。
Fig.14の成績か ら、FPおよびTPプロス タノイ ド受容体蛋白質量に関 しても、現
在の ところリガン ド結合活性の生後変化 に関する報告はないが、EP3受容体 と
同様 の生後変化を示す ものと推察される。
小括
1.ラット培養 グリア細胞(ア ス トロサイ ト、オリゴデン ドロサイ ト、お よび
ミクログリア)に おける3種 類のプロスタノイ ド受容体(FP、EP3、お よ
びTP)のmRNA発現分布 を、RT-PCR法により明 らかにした。
2培養アス トロサ イ トの形態分化 に伴って、3種 類のプロスタノイ ド受容体
のうちFP受容体mRNA量のみが増加することを明 らかにした。
3.ラット脳の発達 に伴 って、3種 類 のプロス タノイ ド受容体mRNA量はいず
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れ も生後6日あるいは7日で最大 となることが明 らか となった。
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第三章 アス トロサイ トFP受容体の機能調節
第一節 アス トロサイ トFP受容体およびリコンビナン トFP受容体の特性比較
プロスタノイ ド受容体の機能調節に関 しては、EP受容体 を中心 に検討が行 わ
れてお り、 リガン ド結合活性に対 する糖 鎖の関与(100)やリガンド結合後 の
情報伝達機構の調節(脱 感作)が 明 らかにされている(2,101-103>。しか しな
がらFP受容体 の機能調節に関 しては、それを評価す る実験系が少なかったため
に明 らかにされていない。培養 アス トロサイ トは、受容体情報伝達機構 の解析
系 として純度の高いものが簡便 に調製できる うえに(51)、FP受容体mRNAが
腎臓サンプルの160%程度発現 してお り(Fig.12)、FP受容体の機能調節 を検討
するのに有用であると考 え られる。そこでまず、FP受容体反応 を薬理学的に検




はいず れ も翻訳領域 を部分的 にコー ドする ものであ ったので、両 クローンを
ligationして翻訳領域 をすべ て含むcDNA(pFP24E17、Fig.1における一133から
1,222番目をコー ドするもの)を 発現ベクターpEF-BOS内でサブクローニング し
た。このcDNAをDEAE-dextrari法(104)によりCOS-7細胞へ導入 した。導入後2
日間細胞 を培養 して膜標 品の調製に用いた。なお発現ベク ターpEF-BOSのみ を
導入 したCOS-7細胞の膜標品にはPGF2α結合活性 のないこ とを確認 した(デ ー
タには示 さず)。
培養ラッ トアス トロサイ トあるいはpFP24E17導入後COS-7細胞の膜標品は次
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の よ う に調 製 した 。 まず 、15-cmdishで10枚分 の細 胞 をphosphate-bufferedsaline
で 洗 浄 後 ホ モ ジ ナ イズ用buffer匸組 成(mM):Tris-HCI20、Mgα210、EDTA1、
sucrose250,phenyhnethanesulfonylfluorideO.2,indomethacinO.02,dithiothreitol1,
pH7.5]で回収 した。 このサ ン プル に対 して丘eezingandthawingを二 度 行 い、 さ ら
に テ フ ロ ン グー ラス ホモ ジ ナ イザ ー に て ホ モ ジ ナ イズ(10up-and-down)し、490
gで5分間遠 心 した。 上 清 を 回収 して、 沈 殿 にホ モ ジ ナ イズ用bufferを添 加 しホモ
ジ ナ イ ズ した 。 そ の4908遠心 上清 と先 に回収 した上 清 とを合 わせ て200,111で
遠 心 し、得 られ た沈 殿 を膜 標 品 と した。
リ ガ ン ド結 合 実 験 はSugimotoらの 方法(7)に 従 っ て 行 った 。 す なわ ち膜 標 品
を反応 用buffer【組 成(ITIM):MES20、MgC1210、EDTA1、pH6.0]で希 釈 し た
後 、300ｵ1の反 応 系(ス キ ャ ッ チ ャー ド解 析 の 場合 必 要 に応 じ て変化 させ た 各
濃 度 の 泊 一PGF2α、 阻 害 曲線 の場 合2.5nMの3H-PGF2αを含 む)に30ｵg前 後 の 膜
標 品 を添 加 し、 さ らに必 要 に応 じて各 濃 度 の ア イ ソ トー プ非 標 識 の プ ロス タ ノ
イ ドを添 加 して30°Cで1時間 イ ン キ ュベ ー シ ョン した 。反 応 停 止 は、 氷 冷 した
反 応 用bufferを添 加 してGFICフィル タ ー で吸 引 ろ過 す る こ とで 行 っ た 。 そ の 後
フ ィル ター の放 射 活 性 を液体 シ ンチ レー シ ョンカ ウ ン ター で測 定 した。
実 験 結 果
pFP24E17導入後COS-7細胞 の膜標 品 にお け る3H-PGF2α結 合 の各 種 プロ ス タ ノ
イ ドに よる阻 害 曲線 をFig.15に示 す 。㌔ 一PGF2α結 合 はPGF2α、PGD2、PGE2、
PGI2の順 で 抑 制 され た 。
培 養 ア ス トロサ イ トの 膜 標 品 を用 い た場 合 、 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド解 析 に よ り、
特 異 的 な3H-PGF2α結 合 部位 が認 め られ た(Fig.16A)。ま た、 第 二 章 第 二節 で
示 した よ う に ア ス トロ サ イ トをdb-cAMPで処 置 し て形 態 分 化 を起 こ した場 合 、
3H-PGF2a結合 部 位 数 の増 加 が認 め られ た(Fig.16A)。さ らに 培 養 アス トロ サ
35
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Fig. 16. Characterization of FP receptor in membranes from cultured astrocytres 
(A) Scatchard  analysis of  [31-1-1PGF2a binding sites in membranes from astrocytes treated 
with or without db-cAMP. A representative  result performed in triplicate was shown. 
(B) Displacement curves of specific  PGF2  a binding by unlabeled PGs. Values are means ± 
S.E.M. of three independent experiments.
37
第 二節 アス トロサイ トFP受容体のアンタゴニス トとしてのフロレチン
FP受容体 に関 して は、た とえばTP受容体におけるS-145(105)のような安 定
でかつ選択的なアンタゴニス トは開発されておらず(1,106)、その受容体機 能
の研究は他のプロスタノイ ド受容体ほど進められていない。そのなかで、グル
コース トランスポー ター阻害薬であるフロレチ ン(107)およびその誘導体 は
平滑筋においてPGF2αを含むプロスタノイ ドの反応 を抑制することが報告され
ている(108-110)。本章第一節 において培養 アス トロサ イ トはFP受容体機 能
を検討するのに有用 な実験系であることを示 した。そ こでPGF2αによるイノ シ





わち、培養アス トロサイ トに蛍光指示薬f血ra-2/AMSｵMを添加 し37°Cで0.5-1時




に抑制 した。 またその抑制効果 はインキュベーシ ョン開始10分後か ら有意な も
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Fig. 17. Inhibitory effect of  phloretin on PGF2 a-stimulated  PI hydrolysis 
in cultured rat astrocytes 
The cells were exposed to the agents for 15  min. Values are means ± S.E.M. of 
three experiments.  ***P<0.001, compared with 1  i.tM  PGF2a (without  phloretin).
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Fig. 18. Time course of inhibitory effect of  phloretin on PGF2 a-stimulated 
 PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were exposed to 1  1.tM PGF2a with or without 100  1.tM phloretin for the 
indicated periods. Values are means ± S.E.M. of four experiments.  *P<0.05, 
compared with PGF2a alone.
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(Fig.19)a
PGF2α1ｵMは単 一 の培 養 アス トロ サ イ ト細 胞 内Ca2+濃度 を上 昇 させ た(Fig.
20)。そ こヘ フ ロ レチ ン100ｵMを同時 添 加 す る と細 胞 内Ca2+濃度 変 化 は抑 制 さ
れ 、 さ ら にPGF2a1ｵMのみ を添 加 す る こ とで細 胞 内Ca2+濃度 が 上 昇 した(Fig.
Zo>o
培 養 ア ス トロサ イ トに は プロ ス タ ノ イ ド受 容 体 以 外 に も さ ま ざま な神 経 伝 達
物 質 受 容 体 が存 在 して い る(72-75)。そ こで フ ロ レチ ン作 用 の リガ ン ド選 択 性
につ い て 検 討 した(TableI)。フ ロ レチ ン100ｵMは、PGF2α(1ｵM)、PGD2
(10ｵM)、お よ びPGE2(10ｵM)に よるPI代謝 回 転 亢 進 を有 意 に抑 制 した 。
一 方 、 ノル エ ピネ フ リ ン(10ｵM)、 カ ルバ コー ル(100ｵM)、 グ ル タ ミ ン酸
(500ｵM)、エ ン ドセ リンー1(50nM)、お よ びA皿'(100ｵM)に よ るPI代謝
回転 亢 進 に対 して は フ ロ レ チ ンは何 ら影 響 しなか っ た 。 フ ロ レチ ン100ｵMは、
培 養 ア ス トロ サ イ トの グ ル コ ー ス 取 り込 み 活 性 を95.9±0.4%抑制 した が
(洫一〇-methyl-D-glucose取り込 み 測定 に よ る成 績)、PGF2α(1ｵM)刺 激 時 に
LiKRB(第一 章 第 四節 で示 した反応 用buffer)からグ ル コ ース を 除去 して もそ の
PI代謝 回 転 亢 進 は 何 ら影 響 を受 け な か った(正 常LiKRBの場 合Fig.17、お よ び
グル コー ス 除去 した場 合25.5±1.4°loHydrolysis)。
40
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Fig. 19. Dose-response curves for  PGF2a-stimulated 
 PI hydrolysis in the presence or absence of  phloretin 
The cells were exposed to the agents at the indicated 
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Fig. 20. Single-cell intracellular  Ca2+ response stimulated 
by PGF2a in cultured rat astrocytes 
The cells were perfused continuously with Krebs-Ringer 
bicarbonate buffer  (37°C) and each agent was applied throughout 
the period indicated by the horizontal bar.
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Table I. Effect of  phloretin on ligand-stimulated  PI hydrolysis 
in cultured rat astrocytes
Ligand
% Hydrolysis
Control Phloretin (100  ilM)
 None 
 PGF2a (1  pM) 
PGD2 (10  p.M) 
PGE2 (10 pM) 
Norepinephrine (10  AM) 
Carbachol (100  gM) 
L-Glutamate (500  AM) 
 Endothelin-1  (50 nM) 
ATP (100  gM)
 6.6  +  1  )1 
26.7 ± 3.9 
16.3 ± 1.4 
8.8 ± 0.8 
36.2 ± 1.8 
11.9 ± 2.5 
25.3 ± 1.6 
32.3 ± 2.7 
16.3 ± 4.2
 6.7  4-  17 
12.0 ± 0.8  ** 
10.4 ±  1.1  * 
5.0 ± 0.4 * 
33.6 ± 2.9 
16.4 ± 0.5 
22.4 ± 1.0 
29.0 ± 3.1 
16.2 ± 2.0
The cells were exposed to ligands at the indicated concentrations for 
15  min in the presence or absence of 100  RM  phloretin. Values are 
means ± S.E.M. of three to five experiments.  *P<0.05,  "P<0.01, 
compared with control.
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第 三 節FP受 容 体 機 能発 現 に対 す る糖 鎖付 加 阻害 薬 の作 用
第 一 章 第 一節 にお い て 明 らか に した ラ ッ トFP受容 体 の ア ミノ酸 配列(Fig.3)
と他 の動 物 種 よ りク ロー ニ ング され たFP受 容体 の ア ミノ酸 配 列(11,16,52)と
の比 較(Fig.4)より、 い ず れ の動 物 種 にお い て もN末 端 に2つ の 推 定 糖 鎖付 加
部 位(4番 目お よび19番目のAsn)が保 存 され てい る こ とが 分 か る。細 胞 膜 蛋 白
質 は 一 般 に 、 リ ボ ソ ー ム で の 蛋 白 質 合 成 中 に 糖 鎖 付 加 コ ン セ ン サ ス 配 列
(Asn-X-Ser/Thr)にオ リ ゴ糖 が付 加 さ れ る こ とで正 常 に発 現 す る と考 え られ て
い る(112)。従 ってFP受容 体 の場 合 、 特 にN末 端 の推 定 糖 鎖付 加 部位 に糖 鎖 が
付 加 す る こ とが そ の発 現 に重 要 で あ る と推 察 され る 。 そ こで次 に、FP受容体 機
能 発 現 と糖 鎖 付 加 の 関係 につ い て検 討 した 。,
実 験 方法
培養 アス トロサ イ トにお け るPI代謝活 性 の測 定 は、 第 一 章第 四 節 の 方法 に従 っ
て行 っ た 。
脂 質 分 離 は 、Shai㎞とPalmerの方法(113)に 従 っ て行 っ た 。 す な わ ち 、 まず
第 一 章 第 四節 に示 した 方法 で有 機 層 を回収 して 窒 素 ガス で蒸 発 乾 固 した後 、25
ｵ1のク ロ ロホ ル ム メー タ ノ ー ル 水ー(20:9:1)で溶解 した。 そ の サ ン プル を、0.1%
シ ュ ウ酸 カ リ ウ ム で 展 開 、 活 性 化 済 み の シ リ カ ゲ ル プ レー ト(Merck社製
aluminiumsheetssilicage160Art.5553)上にマ イ クロ シ リン ジ を用 い て ス ポ ッ ト
した 。 そ れ を展 開 溶 媒(ク ロ ロ ホ ル ムーア セ ト ン メー タ ノ ー ル 酢ー 酸 水 、
40:15:13:12:8)中で 分 離 し、 ヨウ素 蒸 気 中 で発 色 させ た。 ホ ス フ ァチ ジ ル イ ノ
シ トー ルニ リ ン酸(PIP2、Rf値=0.36)に対 応 す る部 分 の ゲ ル をか き取 りク ロ
ロ ホ ル ム メー タ ノー ル(1:2)中で抽 出 した後 、 カク テ ル と混和 して そ の放 射 活
性 を液 体 シ ンチ レー シ ョンカ ウ ン ター で測 定 した。
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細 胞 障 害 の 程 度 は3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide
(MTr)を用 い たMosmannの方法(114)お よび乳酸 脱 水 素 酵 素(LDH)の 細 胞
外 遊 離 量 の 測 定(115)を 指 標 と して検 討 した。 なお 、LDH遊 離 測 定 に お い て
は0.1%TritonX-100で細 胞 を処 置 した 際 のLDH量 を100%遊離 と した。
実 験 結 果
N一結 合 型糖 鎖 付 加 過 程 の う ち、 リボ ソ ー ム で の蛋 白質 合成 中 に糖 鎖 付 加 コ ン
セ ンサ ス 配 列(Asn-X-Ser/'Thr)にオ リ ゴ糖 を付 加 す る過 程 を選 択 的 に阻害 す る
薬 物 ツニ カマ イ シ ン(112,116)は、濃 度 依 存 的 に培 養 アス トロサ イ トにお け る
PGF2αに よ るPI代謝 回転 を抑 制 した(Fig.21)。そ の 最 大抑 制 は100ng加1のッ
ニ カ マ イ シ ン に お い て認 め られ た 。 また ッニ カ マ イ シ ン に よる 抑 制 作 用 は時 間
依 存 的 で あ り、12時間の 前処 置 に よっ て そ の 後 のPGF2αに よるPI代謝 回転 亢 進
を有 意 に抑 制 した(Fig.22)。ツ ニ カ マ イ シ ン24時間処 置 にお い て はPI代謝 回
転 のbasal活性 も有 意 に低 下 した(Fig.22)。さ らに この 反応 は可 逆 的 で あ り、
ツニ カマ イ シ ン12時間前処 置後 、細胞 を洗 浄 して さ らに12時間 イ ンキ ュベ ー シ ョ
ン した 場 合 、 そ の細 胞 に お け るPGF2αに よるPI代謝 回 転 亢 進 は もとの レベ ル ま
で 回復 した(Fig.23>。
ツ ニ カ マ イ シ ン処 置 細 胞 に お け るPIP2量(PI代謝 回転 の 基 質)を 調 べ た と こ
ろ 、TableHに示 す よ うに各 処 置 時 間 に お い て有 意 な変 化 は認 め られ なか った 。
また細 胞 障 害 の程 度 を検 討 した ところ 、Tablel【1に示 す よ うに、 ツニ カマ イ シ ン
12時間 処 置 で は 細 胞 障害 は認 め られ な か っ た。 ッニ カマ イ シ ン を24時間処 置 し
た場 合 、統 計 的 に有 意 で は ない ものの無 処置 群 と比 較 してLDHの141%の遊 離 と、
20%の細 胞 増 殖 抑 制 が観 察 され た(TableIII)。
オ リ ゴ糖 が 蛋 白質 に付 加 した後 の 糖 鎖 修 飾 過 程 を選 択 的 に阻 害 す る薬 物 ス エ
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Fig. 21. Dose-response curve for inhibitory effect of tunicamycin 
on  PGF2a-stimulated  PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with tunicamycin at indicated concentrations for 
12 hours and then exposed to 1  11M  PGF2a for 15  min. Values are means 
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Fig. 22. Time course of inhibitory effect of tunicamycin on PGF2 a-
stimulated  PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 100 ng/ml tunicamycin for indicated periods 
and then exposed to  1µM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. of 
three to five experiments.  *13<0.05,  **P<0.01, compared with time zero.
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Table II. Effect of tunicamycin on the incorporation of  myo-[3H] 
inositol into phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
Treatment
Pretreatment time (hour)
0 12 18 24
 Tunicamycin  (100  ngimi)  100  9U.4  ±'2.3 92.3 ± 9.2  100.0  ± 10.0
Astrocytes were incubated with 37  kBq/ml of  myo-[3H]inositol for 24 h. Tunicamycin 
(100 ng/ml) was added to the culture medium during the period of cell labeling with 
 [3H]inositol. For 24-hour treatment of tunicamycin,  myo-[3H]inositol and tunicamycin 
were added to the culture medium together and the cells were incubated for 24 hours. 
For 12- and 18-hour treatments, tunicamycin was added to the culture medium after 
incubation of the cells with  myo-[3H]inositol for 12 and 6 hours, respectively. Zero-hour 
treatment of tunicamycin means cultured cells were incubated with  myo-[3H]inositol 
alone. After 24 hours, the cells were rinsed three times with Krebs-Ringer bicarbonate 
buffer and treated as described for  PI hydrolysis assay to obtain organic phases. The Rf 
value for PIP2 was 0.36. Values are means ± S.E.M. of three to four separate 
experiments and expressed as % of redioactivity in control cells (tunicamycin treatment 
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Fig. 23. Reversible ffect of tunicamycin on PGF2 a-stimulated  PI
hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 100 ng/ml tunicamycin, washed, and additionally 
incubated for indicated periods after emoval of tunicamycin. Values are 
means ± S.E.M. of three to four experiments.  "P<0.01, compared with basal. 
 -fP<0.05, compared with PGF2a  (111M).
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(112)によっ て はFP受容 体 機 能 が 抑 制 さ れ なか った(TableIV)。また高 濃 度
でッニ カマ イシンと同様 の作用を示す ことが報告 されているD一グル コサ ミン





















































第四節 アス トロサイ トFP受容体の脱感作
プロスタノイ ド受容体の脱感作機構に関しては、cyclicAMP産生系 と共役 した
EP受容体 を中心に薬理学的検討が行われてい る(2)。 しか しなが らFP受容体
に関 しては、そ の情報伝達系解析のための適切 な実験系がなか ったために今 だ




培養 アス トロサイ トにおけるPI代謝活性の測定は、第一章第四節の方法に従っ
て行 った。脱感作時のPI代謝回転の測定 は、my(》【3H]イノシ トールで標識 した
細胞 をPGF2αで前処置 した後、100ｵMフロレチン(FP受容体アンタゴニス ト、
本章第二節)を 含 む培地で3回洗浄 してPGF2αを除去 した細胞で行った。
実験結果
アス トロサ イ トにお けるPGF2αによるPI代謝 回転亢進は、細胞 を各プロス タ
ノイ ド(10ｵM、Fig.9Aにより最大 反応 を引 き起 こす濃度)で4時 間前処置 した
場合のみ有意に減弱 したが、ノルェピネフリン(10ｵM)やカルバコール(100
ｵM)前処置では影響を受けなかった(Fig.24A)。また逆に、PGF2α(10ｵM)
で4時間前処置 した細胞においては、引 き続 く各プロスタノイ ドによるPI代謝回
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Fig. 24. Homologous desensitization of  FP receptor in cultured astrocytes 
(A) Effects of pretreatment with various ligands on subsequent PGF2 a-stimulated 
 PI hydrolysis. The cells were treated with ligands for 4 hours and then exposed to 
1  pM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. of four experiments.  "P<0.01, 
compared with control. (B) Effect of PGF2 a-pretreatment on subsequent ligand-
stimulated  PI hydrolysis. The cells were treated with 10  pM PGF2a for 4 hours and 
then exposed to ligands for 15  min. Values are means ± S.E.M. of four experiments. 




一定期間細胞をPGF2αの存在 しない培地でインキュベーシ ョンすることで消 失
した(Fig.27)。またPGF2α前処置の際フロレチン(100ｵM)を同時添加す る
ことで抑制効果は消失 した(Fig.28)。さらにアス トロサイ トをTPA100nMで
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Fig. 26. Time-course of desensitization of PGF2 a-stimulated  PI 
hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 10 p.M PGF2a for indicated periods and 
then exposed to 1  I.LM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. 
of four experiments.  "P<0.01,  ••*P<0.001, compared with  PGF2  a 
treatment (0 hour).
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Fig. 27. Recovery of  PGF2a-stimulated  PI hydrolysis after  PGF2  a 
pretreatment in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with 10  RM PGF2a for 4 hours, washed, and then 
incubated in culture medium for indicated periods at 37°C. The cells were 
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Fig. 28. Effect of phloretin on desensitization of PGF2 a-stimulated 
 PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were treated with PGF2a (10  p.M), phloretin (100  1.1M), or both agents 
for 4 hours and then exposed to 1  uM PGF2a for 15  min. Values are means ± 
S.E.M. of three experiments.  ***P<0.001, compared with basal. tP<0.05, 
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Fig. 29. Effect of TPA-pretreatment on desensitization of PGF2 a-
stimulated  PI hydrolysis in cultured rat astrocytes 
The cells were pretreated with 100 nM TPA for 24 hours, washed, and 
incubated with 10  1.04 PGF2a for 4 hours. The cells were then exposed to 
 11.LM PGF2a for 15  min. Values are means ± S.E.M. of five experiments.




本章第一節 および第二章第一節において示 したように、培養アス トロサイ ト
には卵巣サンプルの約40%、腎臓サンプルの約160%のFP受容体mRNAが発現 し
ているうえに(Fig.12)、中枢神経系細胞標品 として純度の高い ものが、オ リ
ゴデン ドロサイ トとは異なり比較的簡便に調製で き(51)、クローニングされ
たFP受容体cDNAを発現させた細胞におけるリガン ド結合選択性(Fig.15およ
び文献11,16,52)と同様の特性 を培養アス トロサイ ト膜標品が示す(Fig.16B)
ため、培養アス トロサイ トはFP受容体機能 を検討す る有用 な実験系であるこ と
が示 された。またdb-cAMP処置によるアス トロサイ トの形態分化に伴ってFP受
容体mRNA量の増加が認め られるが(Fig.13A)、同時に受容体蛋白質の増加 も
起こっているこ とか ら(Fig.16A)、細胞分化 による情報伝達系活性の上昇 が
推察 され る。事実、db-cAMP処置 によるアス トロサイ トの形態分化 に伴 って
PGF2α(1ｵM)によるPI代謝回転亢進の増強が認め られた(コ ントロールに対
して333±25%の増強)。
この実験系 を用 いてまずFP受容体 アンタゴニス トの検索 を行 ったところ、 グ
ルコース トランス ポーター阻害薬 であるフロレチ ンが競 合的(Figs.19,20)か





ンを用い た検討に より明 らかにした(Figs.21,22)。このツニカマイシン処置
(100ng!ml、12時間)は 、N一結合型糖鎖付加過程のうちリボソームでの蛋白質
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合成 中に糖鎖付加 コンセンサス配列(Asn-X-Ser/'Thr)にオリゴ糖 を付加する過
程 を選択的に阻害する量 とされる範囲であ り(112)、かつ細胞毒性 に起因す
る二次的現象ではないことを示 した(Fig.23,TablesII,III)。ただしッニカマ
イシン処置 を100ng/mlで24時間とした ときの...活性低下(Fig.22)は、細 胞
毒性 に起因する可能性がある(Tablem)。オリゴ糖付加後の糖鎖修飾過程 を選
択的に阻害する薬物、すなわちスエ ンソニ ン(ゴ ルジマ ンノシダーゼII活性 阻
害)、 プロモコンジュ リトール(グ ルコシ ダーゼII活性 阻害)、 および1一デオ
キシマンノジリマイシン(ゴ ルジマンノシダーゼ1活性阻害)(112)はFP受容
体機能に何 ら影響 しなかったことか ら、オリゴ糖付加がFP受容体発現に重要 で
あって、その後 の糖鎖修飾過程 は重要でないこ とが示唆された。以上の成績 よ
り、第一章第一節において明 らかにしたラットFP受容体 に認め られる推定糖 鎖
付加部位の うちい くつかが実際 に糖鎖付加を受 け、その機能発現 に重要な役 割
を果た していることが推察 される。事実、ラットFP受容体 ポリクローナル抗 体
を用いたウエス タン解析 によりFP受容体の分子量は133kl)と推定 されているが
(119)、これは推定アミノ酸配列から導いた分子量40,660よりも大 きいことか
ら、糖鎖がFP受容体蛋 白質に付加 している可能性を示唆 している。
さらにリガンド前処置に対するFP受容体の機能調節 について検討 した ところ、
培養 アス トロサイ トをPGF2αで前処置す るとその濃度および時間依存的に情 報
伝達系の活性低下が認め られた(Figs.25,26)。この活性低下は可逆 的であ り
(Fig.27)、FP受容体 に作用す るリガンドに選択的に認め られる(Fig.24)こ
とか ら同種脱感作であ ると考 えられる。反応性の低下が約40%であ り、最大 反
応が4時 間のリガン ド前処置によって認め られ ることは、速やかな脱感作が認
められる他の神 経伝達物質受容体 とは機構が異 なることを示唆 している。 リガ
ンド結合後速やかに認め られる(1時 間以内)脱 感作は、受容体 とGTP結合 蛋
白質 との共役が解かれるために起 こると考えられているが、 この機構はプロス
タノイ ド受容体 と同 じロ ドプシ ン型の構造をもつア ドレナリン受容体の場合 、
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受容体 の細胞内ループ領域 に存在する蛋白質 リン酸化部位がプロテインキナー
ゼによってリン酸化され るこ とが重要で あると考え られている(120,121)。
Fig.3に示す ように、アス トロサイ トFP受容体の推定ア ミノ酸配列 には第1、
第2細 胞内ルー プおよびC末端 に合計5つ の蛋 白質 リン酸化部位(62、144、
337、341番目のSerおよび148番目のThr>が認められるが、 リガン ド結合後に速
やかにその脱感作が認め られないことは、それ らの部位が、受容体 とGTP結合
蛋白質 との共役が解かれておこる脱感作 に関与していないことを示唆している。
アス トロサイ トFP受容体の脱感作はプロテ インキナーゼC活性化が関与せず
(Fig.29)、またFP受容体アンタゴニス トとしてのフロレチン(第 三章第二節)
により抑制 されることか ら(Fig.28)、その機構はアゴニス トの受容体結合後











本研究において明 らか にした実験結果 と、すでに報告 されている知見 とを合
わせてまとめ たものがFig.30である。 アス トロサイ トは中枢神経系 における プ
ロス タノイ ドの標的細胞である(27,28,49,54)と同時に、主要 なプロス タノイ
ド産生細胞で もある(122-124)。従って中枢神経系においてプロスタノイドは、
神経細胞 に対 してのみならず(26,62)、アス トロサイ トの機能をもオー トク リ
ンあるいはパ ラクリンに調節 している可能性が考 えられる。
脳組織の損傷などの際 にその含量が上昇 することが知 られているATPやイ ン
ターロイキン1は 、中枢神経系 における主要なプロスタノイ ド産生細胞であ る
アス トロサイ トに作用 して各種 プロスタノイ ドを産生することが知 られてい る
(27,125)。これ らのプロスタノイ ドがそれぞれに特異的な受容体 を発現 した







本研究過程 において、中枢神経系 プロス タノイ ド受容体mRNA量は、たとえ
ば脳障害モデル として一過性脳虚血 を負荷 した ラットにおいて大 きな変化 を示
さないことを認めている(デ ータには示 さず)。 従って、グリア細胞 プロス タ
ノイ ド受容体を介 して引き起 こされる生理機能がリガン ド含量 の変化によって
生 じるものと仮定すれば、アス トロサイ トのプロスタノイ ド産生 を促進する内
因性 リガン ドはATPやインターロイキン1以 外にはほとんど知 られていない こ
とから(27)、プロスタノイ ドシグナリングを介 したグリア細胞の細胞間コミュ
ニケーションは、脳障害時の局所 ホメオスタシスの維持に寄与 している可能性
が考 えられる。その情報の受け手であるプロス タノイ ド受容体 は、過剰 なリガ
ン ド刺激に対 してその活性 を大 きく失 うことが ないため、細胞 間にリガンドが
存在すれば恒常的に細胞内情報伝達系 を活性化することが予想される。従って、




1.培 養 ラットアス トロサイ トcDNAライブラリーから3種 類のプロス タノ
イ ド受容体cDNA(EP3、FP、お よびTP)のクローニングを行い、それ ら
の推定アミノ酸配列 を決定 した。
2.3種 類の プロスタノイ ド受容体mRNAの発現分布はアス トロサイ ト、 オ
リゴデ ン ドロサイ ト、およびミクログ リアでは異 なってお り、各 プロス
タノイ ドはグ リア細胞 に対 してそれぞれ固有 の役割 を持つことが考 え ら
れた。
3.ア ス トロサイ トFP受容体にフロレチンがアンタゴニス トとして作用す る
ことを見 い出 した。またアス トロサイ トFP受容体の発現 に糖鎖付加が 関
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